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摘要 : 晴 虫 草 分 生 抱 子 侵 染 $ 龄 家 家 Bombyx mor 后 ， 家 有 蛋 血 淋巴 中 总 糖 、 海 藻 糖 、 香 白质 和 甘油 酯 含量 均 有 不 同 程度 的 下 
降 ， 其 中 甘油 酯 含量 下 降 最 为 明显 。 海 薄 糖 酶 活性 在 侵 染 初期 也 明显 降低 。 接 种 后 家 答 体 内 的 保护 酶 超 氧化 物 层 化 酶 、 过 
氧化 物 酶 和 过 氧化 氨 酶 活性 也 有 较 大 变化 ， 其 中 超 氧 化 物 歧 化 酶 活性 上 升 最 为 明显 ， 在 4 日 内 由 441.841 Unml 升 至 601.255 
U/mL。 

关键 词 : 家 人 至; 师 虫 草 ; 血 淋 巴 :保护 酶 
中 图 分 类 号 : Q965 ”文献 标识 码 : A 


Physiological and biochemical changes of the silkworm, Bompbyx mori infected by 
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Cordyceps militaris 

ZHANG Jun，SONG Dun-Lun’ , CHEN Jian-Xin (Department of Entomology, China Agricultural University, Beijing 
100094，China》 

Abstract: When the Sth instar larvae of the silkworm, Bombyx mori were infected by Cordyceps militaris conidiophore; 
the content of haemolymph carbohydrates, trehalose, protein and glyceride differently decreased, and the decrease of 
haemolymph glyceride was most obvious. The activity of haemolymph trehalase also decreased in infected silkworm. The 
activity of haemolymph SOD, POD and CAT were changed after the silkworm was infected. The activity of SOD increased 
most significantly in four days: from 441.841 U/mL to 601.255 U/mL. 
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虫草 是 一 类 重要 的 虫 生 真菌 ， 由 虫草 属 ，” 染 家 熏 后 ， 家 答 血 淋巴 中 与 能 量 代谢 有 关 的 糖 、 
Cordyceps Link 菌 寄生 于 昆虫 体 后 形成 虫 菌 复 合体 ， 醋 、 牧 白质 及 家 得主 要 保护 酶 活性 的 变化 进行 了 研 
其 中 冬虫夏草 Cordyceps sinensis 《Berk. ) Sacc.、 师 究 。 
虫草 Cordyceps militaris《L.) Link 等 具有 重要 的 药 用 
价值 。 1 材料 与 方法 

晴 虫 草 又 名 北 冬虫夏草 、 北 各 草 ， 可 寄生 在 鳞 
翅 目 、 鞘 翅 目 及 双 姐 目 等 昆虫 的 晴 或 幼虫 体 上 。 目 
前 有 关 肾 虫草 子 实体 人 工 培 育成 功 的 报道 较 多 ， 除 
利用 人 工 培养 基 培 养 晴 虫草 外 ， 将 晴 虫 草 分 生 孢 子 


1.1 材料 
菌 种 : 晴 虫 草 菌 由 中 国 农业 大 学 昆虫 学 系 昆虫 
生理 实验 室 野 外 分 离 获得 ， 分 生 孢 子 液 浓度 为 1x 








接种 于 家 得 Bombyx mor 幼虫 体内 做 代 蔡 寄主 也 成 108/mL 个 孢子 。 
功 地 培育 出 了 螨虫 草 子 实体 〈 潘 新 法 ，1995;， 深 宗 试 虫 : 供 试 家 答 品 种 为 秋 丰 ， 用 普通 桑 叶 饲 
琦 ，2001)。 国 外 对 晴 忠 草 作为 一 种 虫 生 真菌 在 生养 。 


物 防治 上 的 应 用 也 进行 了 研究 (Km et al.， 
2002)。 因 此 研究 感染 晴 虫 草 分 生 孢 子 的 家 鼻 幼 虫 
体内 能 量 物质 及 保护 酶 活性 的 变化 ， 对 研究 虫草 的 
侵 染 机 制 及 对 虫草 资源 的 利用 和 保护 都 具有 非常 重 
要 的 意义 《Wu，1996)。 我 们 对 晴 虫 草 分 生 孢 子 侵 
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1.2 接种 及 饲养 


取 5 龄 第 1 天 家 重 幼 虫 ， 将 晴 虫 草 分 生 孢 子 液 
20 jL 用 注射 器 注 于 家 得体 内， 对 照 组 家 得 注射 20 


起 无 菌 水 。 注 射 后 继续 用 普通 桑 叶 饲养 。 
1.3 血 淋 巴 取样 
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从 5 龄 第 2 天 开始 ， 每 隔 24 h， 取 10 头 家 得 ， 
在 冰 浴 条 件 下 ， 剪 开 家 盘 的 腹 足 收集 血 淋 巴 于 离心 
管 中 ( 事 先 冷冻 且 加 入 少许 荃 基 硫 脲 ;)， 然 后 在 
4%C、3 000 r/min 下 离心 3 min， 除 去 血细胞 ， 置 于 
-20 冰箱 中 保存 备用 。 
1.4 血 淋 巴 中 糖 、 酯 和 和 绰 白 质 含量 的 测定 

家 鼻 血 淋巴 中 总 粮 、 海 薄 糖 含量 的 测定 采用 蕊 
酮 法 ( 冯 匡 ，1988)。 和 蛋白 质 、 甘 油 栈 含量 的 测定 
分 别 采用 考 马 斯 亮 蓝 法 《西北 农业 大 学 ，1986〉 和 
乙酰 内 酮 法 《 陈 长 琨 ，1996)。 
1.5 ” 酶 活性 的 测定 
1.5.1 海藻 糖 眩 活力 的 测定 : 参照 鲁 兴 彰 和 吴忠 
长 《2000) 方法 进行 ， 血 淋巴 海藻 糖 酶 以 每 小 时 每 
毫升 血 淋 巴 释放 出 1 pmol 的 葡萄 糖 的 量 为 活力 单 
位 。 

反应 系统 为 0.1 mL 待 测 酶 样 ，0.5 mL 5 狗 海 党 
糖 和 2.4 mL 0.067 molL 磷酸 缓冲 液 (pH $.4)。 反 
应 液 在 37 人 C 水 浴 中 分 别 保温 30 min 和 90 min， 到 保 
温 时 间 后 ， 立 即 放 入 沸水 浴 中 者 淖 3 min。 反 应 后 
分 别 取 2 mL 用 3,$- 二 硝 基 水 杨 酸 DNS) 法 测定 
还 原 糖 〈 和 葡萄 糖 ) 的 含量 ， 每 处 理 3 次 重复 。 

海藻 糖 酶 活性 = (As - Aw ) x 稀释 倍数 /〈R 
x180)。 式 中 ; A 为 37% 下 处 理 单位 时 间 后 样品 
在 540 nm 下 的 光 密 度 值 ， 稀 释 倍 数 为 6，K, 为 葡 
萄 糖 标准 曲线 斜率 ，180 为 和 葡萄糖 的 分 子 量 。 
1.5.2 超 氧化 物 歧化 酶 《SOD)》 活性 的 测定 : 采用 
Giannoplitis 和 Ries 的 氮 兰 四 唑 《NBT》 光 还 原 法 
(Stellmach，1992)。SOD 酶 以 抑制 区 还 轧 50% 的 
NBT 为 一 个 酶 活力 单位 。 

反应 体系 为 NBT 2.5 mL， 核 黄 素 0.5 mL， 酶 
液 0.05 mL， 以 0.05 mol/L pH 7.8 磷酸 缓冲 液 为 对 
照 。 加 完 试 剂 后 立即 揪 色 ， 将 测定 管 和 对 照管 置 于 
2$% ，4 000 lx 光照 下 反应 15 min 后 立即 终止 照 光 
反应 。 在 560 nm 波长 下 进行 比 色 测 定 ， 以 未 照 光 
溶液 为 对 照 ， 记 录 0D 值 。 

酶 活力 单位 〈U) =2 (CODg - OD } /ODaym 

SOD 活 性 《U/mL》〉= 酶 活力 单位 x 稀释 倍数 
x 反应 总 体积 / 样 液体 积 
1.5.3 ”过 氧化 氢 酶 (CAT) 活性 的 测定 : 采用 
Beers 和 Sizers 方法 的 改进 型 (Stellmach，1992)。 酶 
活力 单位 相当 于 在 规定 条 件 〈25%，pH 7.0) 下 每 
分 钟 分 解 1 kmol 过 氧化 氧 所 需 的 酶 量 。 

测定 时 先 把 酶 深 于 磷酸 盐 缓 冲 液 作为 待 测 液 
(1 mL 配制 溶液 中 应 含有 5 ~ 20 U)， 在 下 0, 底 物 





溶液 中 加 入 待 测 样 液 100 pL 后， 立即 倒 入 比 色 杯 ， 
于 240 nm 波长 下 每 隔 1 min 测定 A 值 一 次 ， 直 至 每 
分 钟 吸光 度 的 降低 值 达 到 稳定 。 

CAT 活性 (U/mL)》 = AAAmin x 3 x TD/ 

(0.0436 x Ev)。 式 中 ; Ey 为 样 液体 积 ，TD 为 血 淋 
巴 稀释 倍数 。 
1.5.4 ”过 氧化 物 酶 (POD》 活性 的 测定 : 采用 Sig- 
ma 方法 《Stellmach，1992)。 一 个 过 氧化 物 酶 活力 
单位 相当 于 在 20 s 内 20% 下 从 焦 碚 酚 催化 产生 1 
mg 红 紫 碚 精 时 所 需 的 酶 量 。 

测定 时 将 0.32 mL 磷酸 盐 缓 剖 液 、0.16 mL 过 
氧化 所 溶液 、0.32 mL 焦 碚 酚 溶 液 和 2.10 mL 蒸 馅 
水 加 入 比 色 杯 ， 混 合 ， 调 温 至 20% ， 加 0.10 mL 酶 
溶液 ， 再 次 混合 ， 在 420 nm 处 以 空白 值 为 对 照 测 
定 吸 光度 ， 每 次 测定 相隔 20 s， 直 人 至 20 s 内 的 光 密 
度 增 大 值 达到 稳定 为 止 。 

CAT 活性 《U/mL 血 淋 巴 ) = Es。x3x1ID/ 
(Evy x 12)。 式 中 ;Ew 为 420 nm 处 吸光 度 每 20 s 的 
增 大 值 ，3 为 反应 混合 液 的 总 体积 ，12 为 1 mg/mL 
红 紫 碚 精 的 吸光 度 ，TD 为 血 淋 巴 稀释 倍数 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 家 等 血 淋 巴 中 总 蛋白 质 含量 的 变化 

对 照 组 和 接种 组 在 实验 第 2 天 血 淋 巴 中 重 白 质 
含量 均 有 显著 上 升 〈 图 1)， 对 照 组 为 71.752 mg/ 
mL， 接 种 组 为 48.655 mg/mL， 这 可 能 与 家 看 5 龄 幼 
忠 刚 赔 皮 后 体内 物质 的 转化 有 关 。 在 随后 的 几 天 
中 ， 和 蛋白 质 的 含量 义 逐 渐 下 降 ， 但 接种 家 在 血 淋 巴 
中 蛋白质 含 量 总 体 均 比 对 照 组 低 。 在 实验 第 5 天 对 
照 组 家 一 血 淋巴 中 和 蛋白质 食量 为 57.959 mg/mL， 而 
接种 家 看 只 有 26.696 mg/mL， 说 明 虫草 分 生 孢 子 的 
生长 消耗 了 家 条 体内 部 分 和 皇 白 质 或 破坏 了 合成 蛋白 
质 的 组 织 或 器 官 。 
2.2 家蚕 血 淋巴 中 甘油 酯 含量 的 变化 

接种 家 答 血 淋巴 中 甘油 酯 含量 比 对 照 组 明显 降 
低 〈 图 2)， 尽 管 对 照 组 血 淋 巴 中 甘油 酮 含量 也 由 
3.636 mmolL 降 至 2.073 mmolL， 但 接种 家 答 血 淋 
巴 中 甘油 酷 含 量 则 由 1.232 mmol/L 降 至 0.199 
mmol/L， 说 明 感 染 晴 虫草 分 生 孢 子 的 家 重 ， 回 血 淋 
巴 中 释放 的 甘油 酯 显著 减少 。 
2.3 家 等 血 淋 巴 中 总 糖 含量 的 变化 

对 照 组 家 和 在 总 糖 含量 在 5 龄 初 1~5 天 内 呈 逐 
渐 上 升 的 趋势 (图 2), 而 接种 后 的 家 笨 在 接种 后 
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图 1 接种 后 家 大 血 淋巴 中 总 熏 白 食量 〈A) 和 海藻 糖 含量 (B》 的 变化 





Fig.l Changes of the content of protein (A) and trehalose (B) in haemolymph 
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图 2 家 答 血 淋巴 中 甘油 酯 含量 
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Fig.2 Changes in the content of glyceride (A) and carbohydrates (B) in haemolymph in the 5th 
instar larvae of the silkworm, Bombyx mori infected by Cordyceps militaris conidiophore 


第 1 天 高 于 对 照 ， 在 随后 的 4 天 内 逐渐 降低 ， 在 第 
5 天 比 对 照 约 降低 66.3 和 %， 这 表明 师 虫 草 分 生 孢 子 
在 家 答 幼 虫 体 内 的 生长 萌发 极 大 地 消耗 了 虫 体内 的 
糖 原 。 
2.4 家 等 血 淋 巴 中 海 薄 糖 含 量 的 变化 

ee pp 
3.108 mg/mL， 接 种 家 重 为 2.187 mg/mL 《图 1)， 比 
对 照 约 低 29.64 色 。 作 为 家 得 主要 能 量 来 源 的 海藻 
糖 含量 的 变化 幅度 比 总 糖 变化 要 小 ， 接 种 前 后 保持 
较 接 近 的 水 平 ， 说 明 家 乍 幼虫 还 存在 自我 调节 机 
能 ， 但 这 种 调节 机 能 终 因 虫 草 的 侵 染 生长 而 受到 影 
响 。 
2.5 家 等 血 淋 巴 海藻 糖 酶 活性 的 变化 

对 照 组 与 接种 组 血 淋 巴 中 海藻 糖 酶 活性 均 下 降 
《图 3)， 但 对 照 组 在 第 2 天 有 显著 的 升 高 ， 达 到 
3.328 mmol/(mL*h)。 在 第 5 天 对 照 组 海藻 糖 酶 活 
性 为 0.998 mmol/(mL*h)， 接 种 组 为 0.166 mmol/ 


(mL*h)。 接 种 组 与 对 照 组 的 海藻 糖 酶 活性 均 有 降 
低 ， 说 明 接 种 组 除 受 到 螨虫 草 侵 染 导致 海藻 糖 酶 活 
性 降低 外 ， 幼 虫 即将 化 晴 也 可 能 是 导致 海藻 糖 酶 活 
性 降低 的 原因 。 
2.6 家 等 血 淋巴 超 氧 化 物 歧化 酶 (SOD) 活性 的 
变化 

对 照 组 超 氧 化 物 歧化 酶 活性 在 5 龄 初 呈现 先 升 
后 降 的 趋势 《图 3)， 在 实验 第 4 天 降 至 最 低 ， 为 
307.531 U/mL， 在 第 5 天 又 小 幅 上 升 至 392.887 U/ 
mL。 接 种 晴 虫 草 分 生 孢 子 的 家 簿 在 接种 初期 SOD 
活性 增加 较 快 《从 441.841 U/mL 到 601.255 U/ 
mL)， 从 第 4 天 起 SOD 活性 下 降 ， 这 表明 在 接种 初 
期 ， 体 内 能 迅速 作出 免疫 防卫 反应 ， 表 现 为 SOD 
活性 的 上 升 。 但 随 着 毒害 的 加 深 ， 笨 体 这 种 自身 的 
免疫 反应 已 无 能 为 力 ，SOD 合成 能 力 受 到 抑制 ， 从 
而 表现 为 活性 下 降 。 
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图 3 家 牌 血 淋 巴 中 超 氧化 物 卜 化 酶 〈《A) 和 海藻 糖 酶 〈B) 活力 与 接种 后 时 间 的 关系 
Fig.3 Changes in the activity of SOD (A) and trehalase (B) in haemolymph 


2.7 家 等 血 淋巴 过 氧化 物 酶 (POD) 活性 的 变化 

家 盘 体 内 POD 活性 总 体 在 较 低 的 水 平 〈 图 4)。 
对 照 组 POD 活性 呈 流 动 状 变化 ， 而 接种 组 POD 活 
性 逐渐 上 升 ， 在 接种 后 第 1 天 为 0.05 U/mL， 在 第 
4 天 升 至 0.0783 U/mL， 第 5 天 又 降 至 0.0634 U/mL， 
但 仍 高 于 对 照 第 $ 天 的 值 (0.0425 U/mL)， 这 说 明 
肾 忠 草 分 生 孢 子 侵 染 家 盘 后 ， 家 盘 体 内 可 能 产生 有 
毒 的 氧化 物质 ， 家 得 月 动 免疫 系统 合成 POD， 以 维 
持 生体 正常 的 生理 活动 。 
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2.8 家 等 血 淋巴 过 氧化 氢 酶 CCAT) 活性 的 变化 

接种 组 家 答 CAT 活性 总 体 水 平 略 高 于 对 照 组 
《图 4)， 其 中 在 接种 后 第 2 天 处 理 组 CAT 活性 有 一 
显 着 上 升 ， 由 165.317 U/mL 升 至 247.325 U/mL， 
随后 缓慢 上 升 至 第 $ 天 的 260.360 U/mL， 而 此 时 对 
照 组 CAT 活性 只 有 225.647 U/mL。 这 说 明 CAT 活 
性 的 变化 在 一 定 程度 上 可 以 作为 反映 家 重 感 染 晴 虫 
草 分 生 孢 子 后 体内 抗 逆境 的 生理 指标 。 
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图 4 家 答 接 种 后 血 淋 巴 中 过 氧化 物 酶 〈A) 和 过 氧化 氢 酶 〈B) 活性 的 变化 
Fig.4 Changes of the activity of POD (A) and CAT (B) in haemolymph 


3 讨论 


家 得 作为 代 蔡 寄主 培养 晴 虫 草 已 取得 成 功 ， 但 
有 关 忠 草 的 侵 染 机 制 及 寄主 感染 后 的 生理 生化 代谢 
变化 等 尚未 见报 道 。 本 研究 阐明 了 家 重 在 感染 晴 虫 
草 分 生 孢 子 后 血 淋 巴 中 一 些 生理 指标 的 变化 规律 。 
实验 表明 接种 家 得 血 淋巴 的 脂肪 、 香 白质 和 糖 类 的 
含量 发 生 了 明显 的 变化 。 接 种 家 在 血 淋 巴 内 总 蛋白 
含量 由 39.206 mg/mL 降 至 26.696 mg/mL， 总 糖 含量 
由 10.951 mg/mL 降 至 4.085 mg/mL， 甘 油 酯 含量 由 
1.232 mmol/L 降 至 0.199 mmolL。 与 对 照 组 相 比较 ， 


作为 昆虫 能 量 代 谢 重要 指标 的 甘油 酯 含量 下 降 最 为 
显著 ， 例 如 健 得 在 实验 第 $ 天 甘油 酯 含量 为 2.073 
mmol/L， 而 接种 组 在 接种 后 第 5 天 甘油 酯 含量 只 有 
0.199 mmol/L， 远 远 低 于 对 照 组 的 水 平 ， 由 此 推测 
忠 草 可 能 首先 侵 染 脂肪 体 ， 破 坏 脂 类 的 代谢 。 

家 答 的 主要 能 量 来 源 是 海 荣 糖 ， 海 藻 糖 酶 是 家 
重 分 解 海棠 糖 为 葡萄 糖 而 直接 用 于 能 量 供应 的 酶 ， 
实验 结果 表明 接种 家 在 从 第 3 天 开始 血 淋 巴 中 海藻 
糖 食量 大 大 低 于 未 接种 家 在 ， 接 种 与 未 接种 家 盘 的 
海藻 糖 酶 活性 在 $ 龄 中 后 期 都 呈 下 降 的 趋势 ， 但 接 
种 组 家 得 海藻 糖 酶 活性 要 低 于 对 照 组 。 这 表明 接种 
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后 晴 虫 草 分 生 孢 子 可 能 是 破坏 了 家 重 的 能 量 供应 体 
系 ， 海 菠 糖 含量 的 下 降 可 以 直接 影响 对 其 它 组 织 
官 的 能 量 供应 ， 从 而 间接 影响 其 生理 功能 。 

对 家 和 看 三 种 保护 酶 的 研究 表明 ，SOD、POD 和 
CAT 活性 在 接种 后 初期 均 呈 现 较 快 上 升 趋势 ， 这 表 
明 在 接种 初期 ， 家 重 体 内 迅速 作出 了 免疫 反应 ， 但 
在 接种 后 期 ， 除 CAT 活性 仍 保 持 在 较 高 水 平 外 ， 
SOD 和 POD 活性 有 不 同 程度 下 降 ， 这 可 能 是 由 于 
随 着 晴 虫 草 孢 子 在 寄主 体内 的 萌发 ， 保 护 酶 的 合成 
受到 了 抑制 ， 从 而 造成 活性 的 下 降 。 
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